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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Elektrochemischer Einwegbiosensor fur die quantitative Bestimmung von Analytkonzentrationen in 
Fliissigkeiten 

® Die Erfindung betrifft einen Einwegbiosensor, umfas- 
send ein Tragermaterial (1), auf dem elektrische Leiter- 
bahnen (2) sowie ein Elektrodensystem, umfassend eine 
Gegenelektrode (6) und eine aus einer Reaktionsschicht 
gebildete Arbeitselektrode (5) aufgebracht sind, eine di- 
elektrische Isolatorschicht (3), welche das Tragermaterial 
(1) sowie die elektrischen Leiterbahnen (2) bedeckt und 
Aussparungen fur die Kontaktierung (4) einer Potentio- 
stateinheit und fur das Elektrodensystem aufweist, sowie 
eine analyterkennnde Biokomponente. Die Reaktions- 
schicht des erfindungsgemaften Einwegbiosensors ent- 
halt neben einem elektronenleitenden Material einen 
leicht sublimierenden Elektronentransfermediator. Das 
Elektrodensystem deserfindungsgemafcen Biosensors ist 
■ von einer polymeren Schutzschicht (8) bedeckt. Die Erfin- 
i dung betrifft auRerdem Verfahren zur Bestimmung von 
Analyten in einer flussigen Probe unter Verwendung der_ 
erfindungsgemafcen Biosensoren, die Verwenclurig leicht 
sublimierender Verbindungen als Elektronentransferme- 
diatoren eines elektronsichen Sensors zur Uberfuhrung 
von Elektronen von einem Enzym zu einem elektronenlei- 
tenden Material, sowie die Verwendung der erfindungs- 
gemafcen Biosensoren zur Bestimmung von Analytkon- 
zentrationen in Korper- oder Probenflussigkeiten. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft einen Einweg- 
biosensor umfassend ein Tragermaterial, elektrische Leiter- 
bahnen, ein Elektrodensystem umfassend eine Gegenelek- 5 
trade und eine aus einer Reaktionsschicht gebildete Arbeits- 
elcktrodc, cine diclcktrischc Isolatorschicht, wclche das 
Tragermaterial sowie die clcktrischcn Leitcrbahncn bedcckt 
und Aussparungen fur die KonLakLierung einer Potentiostat- 
einheit und fur das Elektrodensystem aufweist, sowie eine to 
analyterkennende Biokomponente. Die Erfindung betrifft 
auBerdem Verfahren zur Bestimmung von Analyten in einer 
fliissigen Probe unter Verwendung der erfindungsgemaBen 
Einwegbiosensoren, die Verwendung leicht sublimierender 
Verbindungen als Flektronentransfermediatoren eines elek- 15 
trochemischen Sensors zur Uberfiihrung von Elektronen 
von cincm Enzym zu eincm clcktronenlcitcnden Material, 
sowie die Verwendung der erfindungsgemaBen Einwegbio- 
sensoren zur Bestimmung von Analytkonzentrationen in 
Korper- oder Probenfliissigkeiten. 20 
[0002] Elektrochemische Detektionssysteme auf der Basis 
mediatormodifizierter Biosensoren zur spezifischen quanti- 
tativen Bestimmung eines Analyten in einer fliissigen Probe 
sind in der Literatur und in vielen Patenten bereits ausfuhr- 
lich beschrieben worden (zum Beispie! in der EP 0 552 223, 25 
US 5,288,636, US 4,711,245). Dabei handelt es sich zu- 
meist um Biosensoren fur Analyte, die durch Enzyme der 
Klasse der Oxidorcduktasen spczifisch umgesetzt werden 
konnen (Laktat, Cholesterol, Ethanol, Wasserstoflperoxid, 
Harnsaure usw.). Teilweise sind mediatormodifizierte Bio- 30 
sensoren bereits als kommerzielle Produkte erhaltlich. Das 
bekannteste Beispiel eines solchen Biosensors ist der Glu- 
kdsebiosensor, der in der medizinischen Diagnostik von 
Diabetikem genutzt wird, um Glukosekonzentrationen im 
Vollblut zu bestimmen. Das Detektionsprinzp eines media- 35 
tormodirizierten Biosensors ist zum Beispiel in der 
EP 0 552 223 fur einen Glukoscbioscnsor beschrieben. 
10003] Das in cincm Glukoscbioscnsor verwendete En- 
zym ist die Glukoseoxidase (GOD). Die GOD besitzt eine 
prosthetische Gruppe in Form eines Flavinadenindinukleo- 40 
tid-Molekuls (FAD) und katalysiert die Reaktion der Giu- 
kose zu Glukonolakton gemafi Gleichung (I): 

(T) Glukose + GOD-FAD o Glukonolakton 

+ GOD-FADH 2 45 

[0004] Grundsatzkch ist es nun moglich, in einer weiteren 
Redox-Reaktion das reduzierte Enzym (GOD-FADH 2 ) mit 
Sauerstoff (O2) zu GOD-FAD unter Bildung von Wasser- 
stoffperoxid (II2O2) gemafi Gleichung (Ha) zu oxidieren 50 
und anschlieBend durch die Bestimmung der Wasserstoff- 
peroxid-Konzentration mittels einer Platinelektrode die 
Glukosekonzentration in der Probe direkt zu ermitteln. 

(na) GOD-FADH 2 + 0 2 o GOD-FAD + H 2 02 55 

10005] In den mcistcn Ausfuhrungcn des Glukosebioscn- 
sors wird jedoch ein elektronenubertragender Mediator ver- 
wendet, um die Glukosemenge in der Probe zu quantifizie- 
ren. Dieser Mediator oxidiert in einem zweiten Reaktions- 60 
schritt das Enzym, so dass dieses fur die Reaktion (I) wieder 
zur Verfugung steht: 

(Tib) GOD-FADH 2 + MED 0X o GOD-FAD + MED re a 

65 

[0006] Die Glukosekonzentration in der Probe lafit sich 
nun bestimmen, indem man in einer ampcromctrischen 
Messung den reduzierten Mediator (MED rcd ) an der Ar- 
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beitselektrode des Biosensors wieder oxidiert und den dabei 
flieBenden S trom quantifiziert: 

(HI) MED r ed o MED 0X + e~ 

[0007] Um diese Reaktion ablaufen zu lassen, benotigt 
man cine Potcntiostatcinhcit, die cin gceignctcs MeBpotcn- 
tial vorgibt und den flieBenden Strom miBt. Der Strom ist 
dabei proportional zur Konzentralion der Glukose in der 
Probe. 

[0008] Das Detektionsprinzip eines mediatormodifizier- 
ten Biosensors hat gegenuber der direkten Quantifizierung 
des Wasserstoffperoxids an einer Pladnelektrode den Vor- 
teil, dass bei einem niedrigen Arbeitspotential (0-350 mV 
vs. Ag/AgCl) gearbeitet werden kann. Dies dient der Ver- 
minderung, im Ideal fall sogar der Vermeidung von storen- 
den Intcrfercnzcn, die durch die Oxidation von Beglcitsub- 
stanzen entstehen konnen (Storsubstanzen im Blut sind bei- 
spielsweise Ascorbinsaure, Harnsaure, oder Paracetamol). 
[0009] Eine weitere Moglichkeit, modifizierte Biosenso- 
ren zu nutzen, besteht darin, Analyte, die sich spezifisch in 
einem enzymmarkierten Assay einbinden lassen, zu quanti- 
fizieren. Dazu wird der Analyt spezifisch an ein auf der 
Oberflache des Sensors immobilisiertes Fangermolekul 
(analyterkennende Biokomponente) gebunden. An diesen 
Komplex aus Fangermolekul und Analyt wird wiederum ein 
mit cincm Enzym gclabcltes Molekiil gckoppelt. Die Kon- 
zentration des cihgebundenen Analyten laBt sich bestim- 
men, indem man die Enzymmenge, die uber den Assay an 
der Oberflache des Biosensors immobilisiert ist, quantifi- 
ziert. Dies erfolgt durch Zugabe einer definierten Konzen- 
tration eines Substrates, welches durch das Enzym umge- 
setzt wird. Der Mediator des Biosensors regeneriert das an 
den Assay gebundene Enzym entsprechend Gleichung (Tib). 
Die Detektionsreaktion ist wiederum die Oxidation bzw. Re- 
duktion des Mediators an der Biosensoroberflache (siehe 
Gleichung HI). Der dabei zu messende Strom ist proportio- 
nal zur gelabelten Enzymmenge und damit auch proportio- 
nal zur im Assay gebundenen Analytmenge. Dieses Sensor- 
prinzip wird beispielsweise in der Immunosensorik oder der 
DNA-Analytik angewendet. 

[0010] Verbindungen, die als Mediatoren in den Biosenso- 
ren eingesetzt werden, sollten sich dadurch auszeichnen, 
dass sie ein niedriges Redox potential aurweisen, dass sie 
hohe Umsetzungsraten mit dem Enzym crreichen, dass sie 
im reduzierten Zustand nicht leicht loslich sind und dass sie 
stabil und inert gegenuber anderen Begleitsubstanzen sind. 
In der Literatur und in zahlreichen Patenten sind vieie Ver- 
bindungen publiziert, die sich als Mediatoren in Biosenso- 
ren einsetzen lassen. Eine groBe Gruppe von Mediatoren 
stellen metallorganische Verbindungen dar. Beispiele dafiir 
sind Ferrocen-Derivate (Bridsches Patent 8132034, 
US 4,711,245), Ubergangsmetailkomplexe (US 5,710,011), 
z. B. Kaliumhexacyanoferrat (US 5,645,709), Nickel- oder 
Kobaltbipyridyl sowie Osmium enthaltende organische Ver- 
bindungen (US 5,846,702). Dicsc mctallorganischen Me- 
diatoren wcisen jedoch den Nachtcil auf, dass sic cine vcr- 
gleichsweise geringe Umsetzungsrate aufweisen und dem- 
entsprechend in hohen Konzentrationen eingesetzt werden 
miissen. Dies ist ungiinstig vor allem fur die Verwendung 
dieser Mediatoren in Einwegbiosensoren in Form von Test- 
streifen. Ein weiterer Nachteil der metallorganischen Me- 
diatoren ist ihre gute Loslichkeit in Wasser. Diese hat zur 
Folge, dass die Mediatoren bei einem Kontakt mit der Pro- 
ber! ussigkeit relativ leicht aus dem Elektrodenraum heraus- 
diffundicren konnen, so dass sich zum einen die Scnsitivitat 
des Biosensors aufgrund einer Abnahme der Mediatorkon- 
zentradon im Elektrodenraum verschlechtert und es zum an- 
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deren (lurch den Koniakt der Mediatoren mil Be'gleilsub- 
stanzen, die vor allem bei der Analyse von Blutproben vor- 
handen sind, zu storenden Nebenreaktionen kommen kann. 
Vorteilhafter sind daher Verbindungen, die eine geringere 
Losliehkeit aufweisen und auch in geringerem Umfang mit 5 
Begleitsubstanzen wechselwirken. 

[0011] Diese gewiinschtcn, vortcilhaftcn Eigcnschaftcn 
wcrdcn in der Rcgcl von Molckulen crfiillt, die chinoidc 
Strukturen ausbilden (Hydrochinon/Benzochinon, p-Ami- 
nophenol/p-Iininochinon) und die daher ebenfalls als Me- 10 
diatoren in Biosensoren eingesetzt werden. Haufig verwen- 
dete Verbindungen sind auch das Tetrathiafulvalen (TTF), 
Tetracyanoquinodimethan (TCNQ) oder N-Methyl-Phena- 
zinium (NMP) (US 5,876,952). Viele dieser Verbindungen 
zeichnen sich vor allem aufgrund ihrer photosensorischen 15 
Eigenschaften als gute Elektronendonatoren bzw. -akzepto- 
rcn aus und wcrdcn daher haufig als Mediatoren in Biosen- 
soren eingesetzt. Zu nennen sind in dicscm Zusammcnhang 
beispielsweise N,N,N , ,N'-tetrakis-(2 , hydroxyethyl)-p-phe- 
nylendiamin (THEPD) und N^^N'-teUttkiscarboxyme- 20 
thyl-pphenylendiamin (TCPD) (US 5,609,749) sowie 1,4- 
Diamino-2,3,5,6-tetramethylbenzen, 2,5-Diethyl-l,4-bis(di- 
methylaminobenzen), N-(4-Morpholinophenylhexahydroa- 
zepin), Meldolablau u. a. (WO 9207263). Diese Molekule 
sind im wesentlichen Derivate des Phenylendiamins (PPD), 25 
das, wie auch das N,N,W,N'-Tetraphenylendiamin (TMPD), 
ebenfalls gute Donator/Akzcptoreigcnschaftcn aufweist (J. 
Anal. Chcm. USSR 45 (1990)). Im Vcrgleich zu den metall- 
organischen Mediatoren zeichnen sich die Derivate des 
PPDs zwar durch eine erhohte Umsetzungsrate sowie eine 30 
geringere Losliehkeit aus, der Nachteil dieser leicht subli- 
mierenden Verbindungen besteht jedoch darin, dass sie ei- 
nen verhaltnismafiig hohen Dampfdruck besitzen. Dies fiihrt 
dazu, dass der Mediator, nachdem er auf das Substrat des 
Biosensors aufgetragen wurde, sich im Laufe der Zeit ver- 35 
fiuchtigt und so die Sensitivitat des Biosensors bei einer lan- 
gercn Lagerung abnimmt. Problematisch ist des Wciteren 
die Tatsache, dass die Derivate des PPDs aufgrund einer 
wenn auch im Vergleich zu den metallorganischen Mediato- 
ren geringen Losliehkeit in Wasser bei einem Kontakt mit 40 
der wassrigen Probenflussigkeit aus dem Elektrodenraum 
herausdiffundieren und folglich durch die Abnahme derMe- 
diatorkonzentration eine geringere Sensitivitat des Biosen- 
sors beobachtet wird. 

[0012] Die der vorlicgcnden Anmeldung zugrunde lie- 45 
gende Aufgabc bestand demnach in der Entwickiung eincs 
mediatormodifizierten Biosensors, der trotz der Verwen- 
dung leicht sublimierender Verbindungen als Mediatoren 
die oben genannten Nachteile eines Sensitivitatsverlustes 
aufgrund einer langeren Lagerung oder als Folge des Kon- 50 
taktes mit der Probenflussigkeit nicht aufweist. 
[0013] Die Aufgabe wurde erfindungsgemafi dadurch ge- 
Ibst, dass in einem Biosensor der eingangs genannten Art 
das Elektrodensystem mit einer polymeren Schutzschicht 
versehen wurde. Durch diese Schutzschicht laBt sich nicht 55 
nur die Sensitivitat des Biosensors stcigern, indem die 
Schutzschicht den Mediator, der sich aus der Elcktrode lost, 
in Elektrodennahe halt, sondem vor allem auch eine deutli- 
che Verbesserung der Langzeitstabilitat des Biosensors trotz 
der Verwendung leicht sublimierender Mediatoren erzielen. 60 
Dies ist vor allem darauf zuruckzufuhren, dass die polymere 
Schutzschicht der Verdampfung des Mediators entgegen- 
wirkt. Auch laBt sich durch die Wirkung dieser polymeren 
Schutzschicht als Diffusions barriere der lineare MeBbereich 
des Biosensors verlangern. 65 
[0014] Viele in Publikationen und Patenten vorgestcllte 
Biosensoren sind aus den unterschicdlichstcn Grunden nut 
polymeren Schichten versehen- worden. So werden bei- 



spielsweise polymere Membranen verwendet, urn die En- 
zyme auf der Sensoroberflache zu immobilisieren 
(EP 0 85 1 244, EP 0 894 869, EP 0 856 586, 
EP 0 909 952). In anderen Anwendungen wird mit Hilfe ei- 
nes Polymers eine sogenannte Reaktionsschicht iiber der 
Arbeitselektrode aufgebaut, die sowohl den Mediator als 
auch das Enzym cnthalt (Patcnte der Matsushita Electric 
Ind. Co. LTD, JP, z. B.: US 5,192,415, EP0 901 018, 
WO 9835225). Polymere Schichten konnen dariiber hinaus 
dazu dienen, Interferenzen durch Stbrsubstanzen zu vermei- 
den oder die Sensoroberflache vor Kontaminationen zu 
schiitzen (letzteres ist besonders bei Mehrwegbiosensoren 
und der Entwickiung von in vivo Sensoren von groBer Be- 
deutung). Nafionschichten werden haufig verwendet, um In- 
terferenzen durch anionische Stbrsubstanzen (z. B. Ascor- 
bat) zu verringern (US 5,312,590). Eine Schicht aus Poly- 
acrylamid kann dazu diencn, den EinfluB des Hamatocrit ei- 
ner Blutprobe auf das Scnsorsignal zu rcduzieren 
(EP0 769 558). Letztendlich lassen sich polymere Schich- 
ten auch dazu nutzen, eine Passivierungsschicht zu erzeu- 
gen, die unspezifische Bindungen an der Sensorelektrode 
verhindert (DE 19806 642). Die Verwendung einer poly- 
meren Schutzschicht zur Verhinderung des Verdampfens ei- 
nes leicht sublimierenden Mediators und somit auch zur 
Verbesserung der Langzeitstabilitat von Biosensoren ist hin- 
gegen bisher in der Literatur noch nicht beschrieben wor- 
den. 

[0015] Die Gegenstand der vorliegenden Erfindung be- 
trifft einen Einwegbiosensor umfassend ein Tragermaterial, 
elektrische Leiterbahnen, ein Elektrodensystem umfassend 
eine Gegenelektrode und eine aus einer Reaktionsschicht 
gebildete Arbeitselektrode, eine dielektrische Isolator- 
schicht, welche das Tragermaterial sowie die elektrischen 
leiterbahnen bedeckt und Aussparungen fur die Kontaktie- 
rung einer Potentiostateinheit und fur das Elektrodensystem 
aufweist, sowie eine analyterkennende Biokomponente. Der 
erfindungsgemafi Einwegbiosensor ist dadurch gekenn- 
zcichnet, dass die Rcaktionschicht einen leicht sublimieren- 
den Mediator enthalt und dass das Elektrodensystem von ei- 
ner polymeren Schutzschicht bedeckt ist. Der erfindungsge- 
mafie Einwegbiosensor wird in der Form eines Chips herge- 
stellt und in Kombination mit einer Potentiostateinheit ange- 
wendet. Er dient zur schnellen Vor-Ort-Quantifizierung von 
Analytkonzentrationen in Fliissigkeiten. Die nachweisbaren 
Analyte sind Substanzen, die sich spezifisch durch Oxidore- 
duktascn umsetzen oder sich in einem enzymmarkierten Im- 
muno- oder Rezeptorassay einbinden lassen. Die Quantifi- 
zierung erfolgt amperometrisch oder zyklovoltametrisch. 
[0016] Der Aufbau einer der bevorzugten Ausfuhrungs- 
formen des erfindungsgemaBen Biosensors ist als Beispiel 
in der Abb. 1 dargestellt. Der Biosensor umfaBt ein Trager- 
material (1), auf dem nacheinander elektrische Leiterbahnen 
(2), eine Isolatorschicht (3), ein Elektrodensystem umfas- 
send eine Gegenelektrode (6) und eine Arbeitselektrode (5), 
sowie eine das Elektrodensystem bedeckende polymere 
Schutzschicht (8) vorzugsweisc durch Masken- oder Sicb- 
druck aufgebracht worden sind, sowie cine analyterken- 
nende Biokomponente. Die Arbeitselektrode (5) wird aus 
einer einen leicht sublimierenden Mediator sowie ein elek- 
tronenleitendes Material enthaltenden Reaktionsschicht ge- 
bildet. Die Leiterbahnen dienen dazu, die jeweiligen Elek- 
troden mit den AnschluBpunkten (4), iiber die der Biosensor 
mit der Potentiostateinheit kontaktiert wird, zu verbinden. 
Die Isolatorschicht (3) bedeckt die leiterbahnen und weist 
Aussparungen fur die AnschluBpunkte (4) und sowie fur das 
Elektrodensystem auf und dient der Verhinderung von para- 
sitarcn Stromcn. In der in dieser Abb. 1 dargcstclltcn bevor- 
zugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Einweg- 



DE 100 32 042 A 1 



biosensors umfafit das Elektrodensystem neben der Gegen- 
elektrode (6) und der Arbeitselektrode (5) noch eine Refe- 
renzelektrode (7). Durch die Verwendung dieser Referenze- 
lektrode kann eine deutliche Verbesserung der Mefigenauig- 
keit erzielt werden. 5 
[0017] Die Leiterbahnen (2) bestehen aus einer als we- 
scntliche Bcstandteilc Kohlcnstoff-, Silber-, Platin- odcr 
Goldpartikcl cnthaltenden Polymerpastc. Die Leitcrbahncn 
(2) werden vorzugsweise durch Sieb- oder Maskendruck auf 
das Tragermaterial (1) aufgebracht und anschlieBend ausge- to 
hartet. 

[0018] Das zur Ilersteliung der Einwegbiosensoren ver- 
wendete Tragermaterial (1) besteht bevorzugt aus Polycar- 
bonate Polyvinylchlorid (PVC), Polyethylenterephtalat 
(PET), Polypropylen, Polyester oder Polystyrol. 15 
[0019] Zur Herstellung der Gegenelektrode (6) und der 
Refcrenzclcktrodc (7) wird bevorzugt cine Silbcrpartikcl- 
und Silbcrchlorid-haltige Lcitpaste, der ein leicht losliches 
Chloridsalz (z. B. Nalriumchlorid oder Kaliumchlorid) zu- 
gesetzt worden ist, verwendet. Die Gegenelektrode (6) und 20 
die Referenzelektrode (7) werden vorzugsweise durch Sieb- 
oder Maskendruck auf das Tragermaterial (1) aufgebracht 
und anschlieBend ausgehartet. 

[0020] Die Reaktionschicht, aus der die Arbeitselektrode 
(5) gebiidet worden ist enthalt neben dem leicht sublimie- 25 
renden Elektronentransfermediator ein elektronenleitendes 
Material, welches aus einer als wesentliche Bcstandteilc 
Kohlenstoff-, Platin-, Palladium-, Rhodium- odcr Goldparti- 
kel enthaltenden, aushartbaren Polymerpaste besteht. Die 
Reaktionsschicht wird vorzugsweise durch Sieb- oder Mas- 30 
kendruck auf das Tragermaterial (1) aufgebracht und an- 
schlieBend ausgehartet. 

[0021] Bei den in der vorliegenden Erfindung verwende- 
ten leicht sublimierenden Mediatoren handelt es sich urn 
Verbindungen, die einen Dampfdruck von mindestens 1 ■ 35 
10" 5 mmHg bei 25°C aufweisen. Die Mediatoren besitzen 
vorzugsweise die in der Abb. 2 dargcstellte Struktur, in der 
die Rcstc R l , R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschieden sein 
konnen und ein Wasserstoffatom, einen Ci-Cio-Alkylrest, 
bevorzugt einen CpCYAlkylrest, oder einen Arylrest dar- 40 
stellen. Bevorzugte Mediatoren sind p- Aminodiphenylamin, 
p-Phenylendiamin oder N^,N'JS['-Tetramethyl-p-phenylen- 
diamin. 

[0022] Eine den Mediator stabilisierende hydrophile 
Schutzschicht (8) in Form cincs polymeren Hydrogels, die 45 
der Vcrdampfung des Elektroncntransfermediators entge- 
genwirkt und gleichzeitig die Sensitivitat des Biosensors er- 
hoht und als Diffusionsbarriere fungiert, bedeckt das voll- 
standige Elektrodensystem. Die vorzugsweise sieb- oder 
maskengedruckte polymere Schutzschicht (8) besteht im 50 
wesentlichen aus einem Hydrogel aus Polyvinylpyrrolidon 
(PVP), Polyethylenoxid (PEG), Starke oder Gelatine. 
[0023] Als analyterkennende Biokomponente kann ein 
Enzym, ein DNA-Molekul, ein Fanger-Antikorper oder ein 
Rezeptor-Molekul fungieren. Als Enzym wird bevorzugt 55 
cine Oxidorcduktasc, cine Dehydrogenase, eine JJ-Galakto- 
sidase oder cine alkalische Phosphatase verwendet. Beson- 
ders bevorzugte Enzyme sind Glukoseoxidase (GOD), Lak- 
tatoxidase (LOD), Uricase, Ascorbatoxidase, Ethanoloxi- 
dase, Cholesteroloxidase oder Peroxidase (POD). 60 
[0024] In der in der Abb. 1 dargestellten bevorzugten 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Biosensors ist 
des Weiteren uber dem Elektrodensystem des Biosensors 
ein Kunststoffgewebe (9) mit einem einseitig klebenden 
Tape (10) befestigt. Das einseitig klebende Tape (10) weist 65 
cine Aussparung auf, in wclche die flussige Probe gebracht 
werden kann, so dass die Probe uber das Kunststoffgewebe 
(9) die Elektroden, welche durch die Potentiostateinheit mit 



einer MeBspannung versorgt werden, kontaktiert. Dieses 
Gewebe dient jedoch nicht nur der schnellen und gleichma- 
Bigen Verteilung der Probe uber den Elektroden, sondem 
auch zum dem Schutz der Biosensoroberflache vor Zersto- 
rung oder Kontamination, die beispielsweise auftreten kon- 
nen, wenn als Probe Kapillarblut mit dem Finger aufgetra- 
gen wird. Das Kunststoffgewebe (9) besteht bevorzugt aus 
einem Polyethylcn-, Polypropylen- oder Polyamidnctz, 
wahrend das Tape (10) aus einer einseitig klebenden Poly- 
ester-, PVC- oder Papierklebefolie besteht. 
[0025] Je nach Lokalisation der analyterkennenden Bio- 
komponente und nach Struktur der Reaktionschicht konnen 
grundsatzlich funf verschiedene Ausfiihrungsformen des er- 
findungsgemafien Biosensors unterschieden werden. 

1. In einer ersten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
mafien Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus ei- 
ner einzigen Schicht enthaltcnd die clcktronenleitende 
Polymerpaste, den leicht sublimierenden Mediator so- 
wie die analyterkennende Biokomponente. 

2. In einer zweiten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemafien Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus 
einer einzigen Schicht enthaltend die elektronenlei- 
tende Polymerpaste und den leicht sublimierenden Me- 
diator. In dieser Ausfuhrungsform ist die analyterken- 
nende Biokomponente jedoch in der polymeren 
Schutzschicht (8) lokalisiert. 

3. In einer dritten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
mafien Biosensors besteht die Reaktionsschicht aus 
zwei Schichten, wobei die erste Schicht aus der elek- 
tronenleitenden Polymerpaste sowie dem leicht subli- 
mierenden Mediator gebiidet wird und von einer zwei- 
ten, hydrophilen polymeren Deckschicht bedeckt ist, 
die als Trager der analyterkennenden Biokomponente 
fungiert. 

4. In einer vierten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
mafien Biosensors besteht die Reaktionsschicht eben- 
falls aus zwei Schichten, wobei in diesem Fall die erste 
Schicht aus der elektronenleitenden Polymerpaste ge- 
biidet wird und von einer zweiten, hydrophilen poly- 
meren Deckschicht bedeckt ist, die als Trager der ana- 
lyterkennenden Biokomponente und des leicht subli- 
mierenden Mediators fungiert. 

5. In einer funften Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
mafien Biosensors besteht die Reaktionsschicht cben- 
falls aus zwei Schichten, wobei die erste Schicht aus 
der elektronenleitenden Polymerpaste gebiidet wird 
und von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deck- 
schicht bedeckt ist, die als Trager des leicht sublimie- 
renden Mediators fungiert. Die analyterkennende Bio- 
komponente ist in dieser Ausfuhrungsform in der poly- 
meren Schutzschicht (8) lokalisiert. 

[0026] Die analyterkennende Biokomponente kann so- 
wohl direkt oder aber iiber eine Avidin/Biotin-Wechselwir- 
kung (siche Abb. 18 und 20) in der Reaktionschicht oder 
aber in der polymeren Schutzschicht (8) immobilisiert sein. 
[0027] Die gegebenenfalls in der Reaktionschicht enthal- 
tende polymere Deckschicht besteht im wesentlichen aus ei- 
nem Hydrogel aus Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylen- 
oxid (PEO), Starke oder Gelatine, welches bevorzugt durch 
Sieb- oder Maskendruck aufgedruckt worden ist. 
[00281 Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfah- 
ren zur Bestimmung von Analytkonzentrationen in wassri- 
gen Ixisungen unter Verwendung der erfindungsgemafien 
Einwegbiosensoren. 

10029J Bei der Verwendung derjenigen Ausfuhrungsform 
des Biosensors, bei der die analyterkennende Biokompo- 
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nente ein Enzym, z. B. Glukoseoxidase, Laktatoxidase, Al- 
koholoxidase, Peroxidase oder Unease ist, wird eine fliis- 
sige Probe zunachst auf das Elektrodensystem des Biosen- 
sors gebracht. Der zu bestimmende Analyt, z. B. Glukose, 
wird dann durch das jeweilige Enzym, wie dies fiir den Fall 
des Glukose-Nachweises in Gleichung (I) beschrieben ist, 
rcduzicrt. Das rcduziertc Enzym rcduziert dann in cincm 
wcitcrcn Rcaktionsschritt cntsprcchend der Glcichung (lib) 
den Mediator. Uber eine Polentiostateinheit, die ein geeig- 
neles MeBpotential vorgibt, wird dann der Mediator oxidiert 
und der dabei flieBende Strom, der proportional zur Analyt- 
konzentration ist, bestimmt. 

[ 0030] Wenn der erfindungsgemiiBe Biosensor als enzym- 
markierter Immunoassay, als DNA-Assay oder als Ligand- 
Assay eingesetzt wird, so wird auch in diesem Fall zunachst 
eine fliissige Probe auf das Elektrodensystem des Biosen- 
sors gebracht. Das in der Probcnflussigkeit enthaltcnde An- 
tigen, das scquenzspezifische DNA-Molekiil oder der Li- 
gand binden dann an die in der Reaklionschicht oder der po- 
lymeren Schutzschicht (8) itmnobilisierte analyterkennende 
Biokomponente (Antikorper, DNA-Sonde oder Rezeptor). 
AnschlieBend wird die Sensoroberflache gewaschen und da- 
nach mit einer Losung bedeckt, die ein analytspezifisches 
Enzym-Konjugat enthalt, welches die sequenzspezifische 
DNA, das Antigen oder den Liganden erkennt. Dieses En- 
zym-Konjugat bindet an den Analyten (Antikorper, DNA- 
Sonde oder Rezeptor) und die Menge des in der Reaktion- 
schicht oder der polymcren Schutzschicht (8) gebundenem 
Enzym-Konjugates ist proportional zur Analytmenge in der 
zu Beginn aufgetragenen Probenfliissigkeit. Nach emeutem 
griindlichen Waschen der Oberflache der Arbeitselektrode 
wird diese mit einer weiteren Losung enthaltend ein Sub- 
strat des Enzym-Konjugates beschichtet. Das Substrat wird 
vom Enzym umgesetzt und das reduzierte oder oxidierte En- 
zym reagiert dann entsprechend Gleichung lib) mit dem 
Mediator. Uber eine Potentiostateinheit, die ein geeignetes 
MeBpotential vorgibt, wird dann der dabei flieBende Strom 
bestimmt. 

[0031] Die vorliegende Erflndung betrifft auch die Ver- 
wendung leicht sublimierender Verbindungen mit einem 
Dampfdruck von mindestens 1 • 10" 5 mmHg bei 25°C als 
Elektronentransfermediatoren zur Oberruhrung von Elek- 
tronen von einem Enzym zu einem elektronenleitenden Ma- 
terial, wobei sich diese Mediatoren in einer Reaktions- 
schicht befinden, welche durch eine polymere Schutzschicht 
(8) bedeckt ist. Die polymere Schutzschicht (8) wirkt der 
Sublimation des Mediators entgegen, so dass sich die Lang- 
zeitstabilitat des Sensors erheblich verlangern laBt. Bei den 
zur Uberfuhrung von Elektronen von einem Enzym zu ei- 
nem elektronenleitenden Material bevorzugt verwendeten 
Mediatoren handelt es sich um leicht sublimierende Verbin- 
dungen mit der Struktur (I), 



(i) 




einem Enzym zu einem elektronenleitenden Material ver- 
wendete Mediatoren sind p-Aminodiphenylaniin, p-Pheny- 
lendiamin oder NJ^^N'-Tetramethyl-p-phenylendiamin. 
[00321 Die vorliegende Erfindung betrifft des weiteren die 

5 Verwendung des erfindungsgemiiBen Einwegbiosensors zur 
Bestimmung von Analytkonzentrationen in Korper- oder 
Probcnftussigkcitcn. Bei den mit dem crfindungsgcmaBen 
Biosensor nachweisbarcn Analyten handelt es sich bevor- 
zugt um Glukose, Laktat, Hamsaure, Ascorbat,. Ethanol, 

10 Cholesterol oder Wasserstoflperoxid. Auch sequenzspezifi- 
sche DNA-Fragmente, spezifische Antigene oder auch Li- 
ganden konnen mit besonderen Ausfuhrungsformen des er- 
findungsgemaBen Biosensors nachgewiesen werden. Bei 
den Flussigkeiten, die mit dem vorliegenden Biosensor ana- 

15 lysiert werden konnen, handelt es sich um waBrige syntheti- 
sche Losungen, Nahrlosungen, oder aber auch um Blut, 
Blut scrum, Blutplasma oder um Urin. 



20 



BEISPIELE 



Allgemeine Hinweise zur Charakterisierung der Sensoren 



[0033] Das Redox- Verhalten des im Einwegbiosensor ein- 
gesetzten Mediators laBt sich anhand von zyklischen Vol- 

25 tammogrammen in einer gepufferten Losung (PBS, pH 7,4, 
154 mM CI") darstellen. Darin auftretende Peaks verdeutli- 
chen die elektrochemische Oxidicrbarkeit bzw. Reduzier- 
barkeit des Mediators. Die Peakpotentiale bestimmen das 
Arbeitspotential des Biosensors. Die Peakstrome sind ein 

30 MaB fur die oxidierte bzw. reduzierte StolTmenge. Sinkende 
Peakstrome nach langeren Lagerzeiten der Biosensoren deu- 
ten demnach auf den Verlust oder den Zerfall des Mediators 
hin. 

[0034] Zur Oberprufung der Stabilitat eines Mediators 
35 werden zyklische Voltammogramme in gepufferten wassri- 
gen Losungen in regelmaBigen Zeitabstanden mit jeweils 
unbenutzten Biosensoren durchgefuhrt und die erhaltenen 
Peakstrome verglichcn. 

[0035] Sowohl zyklische Voltammogranuhe als auch am- 
40 peromeuische Messungen in analythaltigem Puffer zeigen 
die Fahigkeit des jeweiligen Mediators, das Enzym zu rege- 
nerieren und die Elektronen auf die Eiektrode zu ubertragen. 
Dies auBert sich in beiden Experimentformen in einer Erho- 
hung der Strome gegenuber Messungen, die in analytfreiem 
45 Puffer durchgefuhrt werden. Mit Hilfe amperometrischer 
Messungen bei verschiedenen Analytkonzentrationen laBt 
sich die Sensitivitat der Biosensoren ermitteln. Diese ist de- 
finiert als der Anstieg des SLromes rait groBer werdender 
Konzentration. Sowohl die mit zunehmendem Sensoralter 
50 auftretende Anderung der Sensitivitat als auch die Anderung 
der Peakstrome im zyklischen Voltammogramm dienen der 
Charakterisierung der Langzeitstabilitiit. 



in der die Reste R\ R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschieden 
sein konnen und ein Wasserstoffatom, eincn Ci-C l0 -Alkyi- 
rest, bevorzugt einen C r CrAlkylrest, oder einen Arylrest 
darstellen. Bevorzugte zur Uberfuhrung von Elektronen von 



A) Biosensoren zur Bestimmung von 
55 Glukosekonzentrationen in Probenfliissigkeiten 

10036] Mit dem zuvor beschricbcncn Scnsoraufbau lassen 
sich unterschiedlich gestaltete Glukosebiosensoren herstel- 
len. Die verschiedenen Modifikationen dieser Glukosebio- 

60 sensoren unterscheiden sich dabei unter anderem in der 
Wahl der Verbindung, die als Mediator eingesetzt wird, oder 
aber im Material der polymeren Schutzschicht. Als Enzym 
wird in den aufgefuhrten Beispielen 1-3 Glukoseoxidase 
(von Aspergillus niger) verwendet. Die schutzende und sen- 

65 sitivitatssteigemde Wirkung der polymeren Schutzschicht 
wird vcrdeutlicht, indem McBergebnisse von Biosensoren 
nut und ohne Schutzschicht cinandcr gegenuber gcstcllt 
werden. 
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Bei spiel 1 



Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 
Mediator: p-Aminodiphenyiamin (ADPA) 
Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 5 
Schutzschicht: Polyvinylpyrrolidon (PVP) 
Ausfuhrungsform: Die Rcaktionsschicht bcsteht aus cincr 
einzclncn Schicht enthaltcnd ein elcktroncnlcitcndes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokoinpo- 
nente (Glukoseoxidase) 10 
[0037] Der Peakstrom (Oxidationsstrom) cines ADPA- 
modifizienen Biosensors ohne Schutzschicht betragt bei 
200 mV (vs. Ag/AgCl) zu Beginn der MeBreihe 216 nA 
(Abb. 3). Durch die signalerhohende Wirkung einer PVP- 
Schutzschicht laBt sich der Peakstrom auf 2000 nA verstar- 15 
ken (Abb. 4). Wahrend die ADPA-Biosensoren ohne 
Schutzschicht innerhalb von 54 Tagcn 55% ihrer oxidierba- 
rcn ADPA-Mcngc vcrlicrcn, blcibt dicsc Mengc bei Bioscn- 
soren init PVP-Schutzschicht in diesem Zeitraum konstant. 
[0038] Die zyklische Voltammograimne* in gepulTerter 20 
Glukoselosung (cni llkosc = 15 mM) zeigen, dass ADPA als 
Mediator geeignet ist. Der Strom im Potentialbereich der 
Oxidation von ADPA steigt durch die Anwesenheit von 
Glukose bei Biosensoren ohne Schutzschicht auf 550 nA, 
bei Biosensoren mit Schutzschicht auf annahernd 6000 nA. 25 
Wahrend die ADPA-Biosensoren ohne Schutzschicht inner- 
halb von 54 'J agen deutlichc Signalvcrlustc aufweisen (Abb. 
5), blcibt der Signalwert der PVP-bcdccktcn Biosensoren in 
diesem Zeitraum konstant (Abb. 6). Eine deutliche Verbes- 
serung bewirkt die Verwendung der PVP-Schutzschicht in 30 
den ADPA-Biosensoren auch hinsichtlich der Sensitivitat 
der Sensoren. Anfanglich betragt die Sensitivitat der unge- 
schiitzten ADPA-Biosensoren 204 nA/mM (Abb. 7). Bei 
geschutzten Biosensoren liegt die Sensitivitat anfanglich bei 
325 nA/mM (Abb. 8). Wahrend die PVP-Schutzschicht da- 35 
fur sorgt, dass diese Sensitivitat von 325 nA/mM auch nach 
54 Tagcn crhalten blcibt, sinkt sie bei den ungeschutztcn . 
Biosensoren innerhalb von 54 Tagen bercits auf 136 nA/mM 
ab. Auflallig ist weiterhin die Verlangerung des linearen 
MeBbereichs des ADPA-Biosensors durch die PVP-Schutz- 40 
schicht. Ohne diese Schutzschicht beobachtet man bei 
4 mM Glukose bereits eintretende Sattigung des Sensorsi- 
gnals, wohingegen bei geschutzten Biosensoren diese Kon- 
zentration noch im linearen Bereich des Biosensors erfaBt 
wird. 45 



Beispiel 2 

Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 
Mediator N^N.N'.N'-Tetramethyl-Phenylendiamin (TMPD) 
Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 
Schutzschicht: Polyvinylpyrrolidon (PVP) 
Ausflihrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 
einzelnen Schicht enthaltend ein elektronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 
ncnte (Glukoseoxidase) 

10039] TMPD-modifizicrtc Biosensoren ohne Schutz- 
schicht weisen zu Beginn der MeBreihe im zyklischen Vol- 
tammogramm in glukosefreiem Puffer bei 100 mV einen 
Oxidationspeak mit einem Peakstrom von 90 nA (vs. Ag/ 
AgCl) auf (Abb. 9). Durch eine PVP-Schutzschicht laBt sich 
dieses Signal auf 850 nA verstarken (Abb. 10). Innerhalb 
von 46 Tagen reduziert sich die oxidierbare TMPD-Menge 
der ungeschutzten Biosensoren urn 57%. Bei TMPD-Bio- 
sensoren mit PVP-Schutzschicht hingegen bleibt der Oxida- 
tionsstrom und damit die oxidierbare TMPD-Mcnge in die- 
sem Zeitraum nahczu konstant. 

[0040] TMPD zeigt in den zyklischen Voltanunogrammen 



in gepulTerter Glukoselosung (c G | u ko SC = 15 mM) die Ver- 
wendbarkeit als Mediator. Der Strom im Potentialbereich 
der Oxidation von TMPD liegt anfanglich bei Biosensoren 
ohne Schutzschicht bei 450 nA (Abb. 11), bei Biosensoren 
mit Schutzschicht bei 3500 nA (Abb. 12). Dieser Wert kann 
auch nur bei Biosensoren mit PVP-Schutzschicht nahezu 
konstant gehaltcn wcrden. Ohne Schutzschicht sinkt der 
Oxidationsstrom innerhalb von 46 Tagcn bis auf 160 nA ab. 
Die stabilisierende und signalerhohende Wirkung der PVP- 
Schutzschicht wird auch bei der Betrachtung der Sensitivitat 
deutlich. Diese steigt durch die PVP-Schutzschicht von 
60 nA/mM (Abb. 13) auf 341 nA/mM (Abb. 14) an und 
kann uber 46 Tage auf diesem Niveau konstant gehalten 
werden. Wie bereits beim ADPA-Biosensor zu beobachten 
ist, verlangert die PVP-Schutzschicht auch beim TMPD- 
Biosensor den linearen MeBbereich, so dass eine Glukose- 
konzentration von 4 mM noch erfaBt wcrden kann. 

Beispiel 3 

Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 
Mediator N,N,N\N'-Tetramemyl-Phenylendiajnin (TMPD) 
Enzym: Glukoseoxidase (Aspergillus niger) 
Schutzschicht: Starke 

Ausflihrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 
einzelnen Schicht enthaltend ein elektronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende l^iokompo- 
nentc (Glukoseoxidase) 

[0041] Ein TMPD-Biosensor laBt sich auch durch eine 
Schutzschicht aus Starke stabilisieren. Die Signalintensitat 
im zyklischen Voltammogramm in gepufferter Glukoselo- 
sung steigt durch diese Schicht auf 175 nA (Abb. 15) an (im 
Vergleich zu 90 nA ohne Schutzschicht, Abb. 9) und bleibt 
uber einen Zeitraum von 46 Tagen nahezu konstant. In einer 
gepufferten Glukoselosung (c G iukosc = 15 mM) erhalt man 
im Zeitraum von 46 Tagen Oxidationstrome.zwischen 470 
und 520 nA (Abb. 1 6) im Vergleich zu 450 nA ohne Schutz- 
schicht (Abb. 11). Die signalerhohende Wirkung der Starke 
ist somit nicht so intensiv wie bei PVP, eine Stabilisierung 
laBt sich mit dieser Schutzschicht dennoch erreichen. Dies 
wird auch bei den Sensitivitatsuntersuchungen deutlich 
(Abb. 17). 

B) Biosensoren zur Bestimmung der Konzentrationen von 
scqucnzspczifischenDNA-Einzelstranafragmenten 
(Beispiel 4) 

oder von Antigenen in Probenflussi keiten (Beispiel 5) 



[0042] Mit dem zuvor beschriebenen Sensoraufbau lassen 
50 sich neben Analyten, die durch spezifische Enzyme umge- 
setzt werden, auch DNA-Einzelstrangfragmente oder aber ' 
auch Antigene in Proben- oder Korperflussigkeiten quantifi- 



55 



Beispiel 4 



Elektrodenmaterial: Kohlenstoff-Paste 
Mediator p-Aminodiphenylamin (ADPA) 
Enzym: Peroxidase 
60 Biokomponente: biotinylierte einzelstrangige DNA 
Schutzschicht: Starke 

Ausflihrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus einer 
einzelnen Schicht enthaltend ein elektronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 
65 nente (DNA-Sonde). 

[0043] Die biotinylierte sequenzspezifische DNA-Sonde 
liegt uber Avidin in der Rcaktionsschicht immobilisicrt vor 
(Abb. 18). Die zu bestimmende Menge an kompleiiientarem 
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DNA-Strang istmilDigoxigenin markiert. Nach Hybridisie- 
rung dieses komplementaren DNA-Stranges an den immo- 
biiisierten DNA-Einzelstrang erfolgt der Nachweis nach 
Zugabe eines Anti-Digoxigenin-Antikorper-Konjugates 
(Enzym-Konjugat). Die Peroxidase katalysiert die Reduk- 5 
don von Wasserstotfperoxid (Substrat des Fnzym-Konjuga- 
tcs) zu Wasscr, wodurch die Peroxidase oxidiert wird. Die 
Regeneration der Peroxidase erfolgt durch den Mediator 
ADPA, der oxidierte Mediator wird anschlieBend an der Ar- 
beilselektrode bei einem Potential von -150 mV (vs. Ag/ 10 
AgCl) wieder reduziert. In der Abb. 19 ist eine Kalibrierge- 
rade fur den Nachweis eines 20mer Oligonukleotids darge- 
stellt. Die Nachweisgrenze liegt bei 80 amol an DNA. 

Bei spiel 5 15 

Elcktrodcnmatcrial: Kohlcnstoff- Paste 
Mediator: p-Aminodiphenylamin (ADPA) 
Enzym: Peroxidase 

Biokoinponente: Fanger-Antikorper 20 
Schutzschicht: Starke 

Ausfuhrungsform: Die Reaktionsschicht besteht aus eine 
einzelnen Schicht enthaltend ein elektronenleitendes Mate- 
rial, den Mediator und die analyterkennende Biokompo- 
nente (Fanger-Antikorper). 25 
[0044] Der Fanger-Antikorper liegt entweder direkt im- 
mobilisicrt vor oder wird uber zuvor iminobilisicrtcs Avidin 
(Abb. 20) auf der Oberflache fixicrt. Nach Anbindung des 
Analyten aus der zu untersuchenden Probe an den analyt- 
spezifischen Fanger-Antikorper erfolgt der. Nachweis nach 30 
Zugabe eines zweiten analytspeziflschen Antikorper-Per- 
oxidase-Konjugates (Enzym-Konjugat). Die Peroxidase ka- 
talysiert die Reduktion von H 2 02 zu H 2 0, wodurch die Per- 
oxidase oxidiert wird. Die Regeneration der Peroxidase er- 
folgt durch den Mediator ADPA; der oxidierte Mediator 35 
wird an der Arbeitselektrode (bei E = -150 mV vs. Ag/ 
AgCl) wieder reduziert. In der Abb. 21 ist am Beispiel des 
Interleukin-4 cine Kalibriergerade dargestellt. Die Nach- 
weisgrenze liegt bei 200 amol an Interleukin-4. 

40 

Patentanspriiche 

1 . Einwegbiosensor umfassend ein Tragermaterial (1), 
auf dem elektrische Leiterbahnen (2) sowie ein Elek- 
trodensystem umfassend cine Gegenelektrode (6) und 45 
eine aus einer Reaktionsschicht gebildcte Arbeitselek- 
trode (5) aufgebracht sind, eine dielektrische Isolator- 
schicht (3), welche das Tragermaterial (1) sowie die 
elektrischen Leiterbahnen (2) bedeckt und Aussparun- 
gen fur die Kontaktierung (4) einer Potentiostateinheit 50 
und fiir das Elektrodensystem aufweist, sowie eine 
analyterkennende Biokomponente, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass 

die Reaktionsschicht neben einem elektronenleitenden 
Material einen leicht sublimierenden Elektronentrans- 55 
fcrmcdiator enthalt und 

das Elektrodensystem von einer polymeren Schutz- 
schicht (8) bedeckt ist. 
_ 2. Einwegbiosensor -gemafi Anspruch 1, dadurch ge-~ - 
kennzeichnet, dass der Elektronentransfermediator in 60 
der Reaktionsschicht eine Verbindung der Struktur (I) 
ist, 
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in der die Reste R L , R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschie- 
den sein konnen und ein Wasserstoffatom, einen C r 
Cio-Alkylrest, bevorzugt einen Q-Cs-Alkylrest, oder 
einen Arylrest darstellen. 

3. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 2, dadurch 
gckennzeichnet, dass der Elektronentransfermediator 
in der Reaktionsschicht entweder p-Phenylendiamin, 
N^^'^'-Tetramethyl-p-Phenylendiamin (TMPD) 
oder p-Aminodiphenylamin (ADPA) ist. 

4. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Elektrodensystem zusatzlich 
eine Referenzelektrode (7) umfafit. 

5. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Referenzelektrode (7) aus einer 
als wesentliche Bcstandteile Silberpartikel, Silberchlo- 
rid und ein leicht losliches Chloridsalz cnthaltenden 
Polymerpaste besteht. 

6. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Tragermaterial (1) aus Poly- 
carbonate Polyvinylchlorid (PVC), Polyethylentereph- 
talat (PET), Polypropylen, Polyester oder Polystyrol 
besteht. 

7. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Leiterbahnen (2) aus einer als 
wesentliche Bcstandteile Kohlcnstoff-, Silber-, Platin- 
odcr Goldpartikel cnthaltenden Polymerpaste beste- 
hen. 

8. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur Herstellung der Reaktions- 
schicht eine Polymerpaste als elektronenleitendes Ma- 
terial verwendet worden ist, die als wesentliche Be- 
standteile KohlenstofT-, Platin-, Palladium-, Rhodium- 
oder Goldpartikel enthalt. 

9. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Gegenelektrode (6) aus einer 
als wesendiche Bestandteile Silberpartikel, Silberchlo- 
rid und ein leicht ldsliches Silbersalz enthaltenden Po- 
lymerpaste besteht. 

10. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass die hydrophile, polymere 
Schutzschicht (8) im wesentlichen aus einem Hydrogel 
aus Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylenoxid 
(PEO), Starke oder Gelatine besteht. 

11. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass iiber dem Elektrodensy- 
stem ein Kunststoffgewebe (9) lokalisiert ist, welches 
niit einem die'poiymere Schutzschicht (8) bedeckenden 
Tape (10) iiber den Elektroden fixiert ist, wobei das 
Tape (10) eine Aussparung zur Aufhahme einer Fliis- 
sigkeit aufweist. 

1 2. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Kunststoffgewebe (9) aus ei- 
nem Polyethylen-, Polypropylen- oder Polyamidnetz 
besteht. 

13. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 1 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Tape (10) aus einer einseitig 
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klebenden Polyester-, PVC- oder Papierklebefolie be- 
steht. 

14. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet, dass die analyterkennende Bio 
komponente ein Enzym ist. 5 

15. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Enzym cine Oxidoreduktase, 
cine Dehydrogenase, cine JJ-Galaktosidase oder cine 
alkalische Phosphatase ist. 

16. Einwegbiosensor gemafi Anspruch 14 bis 15, da- 10 
durch gekennzeichnet, dass das Enzym entweder Glu- 
koseoxidase (GOD), Laktatoxidase (LOD), Uricase, 
Ascorbatoxidase, Ethanoloxidase, Cholesteroloxidase 
oder Peroxidase (POD) ist. 

17. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 13, da- 15 
durch gekennzeichnet, dass die analyterkennende Bio- 
komponente ein DNA-Molckul, ein Fanger-Antikorper 
oder cin Rezeptor ist. 

18. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 20 
einer einzigen Schicht enthaltend die elektronenlei- 
tende Polymerpaste, den leicht sublimierenden Media- 
tor sowie die analyterkennende Biokomponente gebil- 
det wird. 

19. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 25 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 
cincr einzigen Schicht enthaltend die elektronenlei- 
tende Polymerpaste und den leicht sublimierenden Me- 
diator gebildet wird und dass die analyterkennende 
Biokomponente in der polymeren Schutzschicht (8) lo- 30 
kalisiert ist. 

20. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 
zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht eine 
elektronenleitende Polymerpaste sowie einen leicht 35 
sublimierenden Mediator enthalt und von einer zwei- 
ten, hydrophilen polymeren Deckschicht bedeckt ist, 
die als Trager der analyterkennenden Biokomponente 
fungiert. 

21. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 40 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 
zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht aus der 
elektronenleitenden Polymerpaste gebildet wird und 
von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deckschicht 
bedeckt ist, die als Trager der analyterkennenden Bio- 45 
komponente und des leicht sublimierenden Mediators 
fungiert. 

22. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 1 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Reaktionsschicht aus 
zwei Schichten besteht, wobei die erste Schicht aus der 50 
elektronenleitenden Polymerpaste gebildet wird und 
von einer zweiten, hydrophilen polymeren Deckschicht 
bedeckt ist, die als Trager des leicht sublimierenden 
Mediators fungiert und dass die analyterkennende Bio- 
komponente in der polymeren Schutzschicht (8) lokali- 55 
sicrt ist. 

23. Einwegbiosensor gemaB Anspruch 20 bis 22, da- 
durch gekennzeichnet, dass die hydrophile polymere 
Deckschicht im wesentlichen aus einem Hydrogel aus 
Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylenoxid (PEO), 60 
Starke oder Gelatine besteht. 

24. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 
flussigen Probe unter Verwendung des Biosensors ge- 
maB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
fliissige Probe auf das Elektrodensystem des Biosen- 65 
sors gcbracht wird und anschlicBend liber eine Poten- 
tiostateinheit, nut der cin definicrtes McBpotential vor- 
gegeben wird, der zur Analytkonzentration proportio- 
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nale Strom, welcher das MeBsignal des Biosensors dar- 
stellt, bestimmt wird. 

25. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 
flussigen Probe unter Verwendung des Biosensors ge- 
maB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
fliissige Probe, welche eine sequenzspezifische DNA, 
cin Antigen oder cincn Liganden enthalt, auf das Elek- 
trodensystem des Biosensors gebracht wird, danach der 
Sensor mil einer Pufferlosung grundlich gewaschen 
wird, anschliefiend die Elektroden zunachst mit einer 
Losung enthaltend ein Enzym-Konjugat, welches die 
sequenzspezifische DNA, das Antigen oder den Ligan- 
den erkennt, und nach emeutem Waschen mit einer Lo- 
sung enthaltend ein Substrat bedeckt werden und 
schlieBlich uber eine Potentiostateinheit, mit der ein 
definiertes MeBpotential vorgegeben wird, der zur 
DNA-Konzcntration, zur Antigen- Konzentration oder 
zur Ligand-Konzentration proportionale Strom, wel- 
cher das MeBsignal des Biosensors darsteilt, bestimmt 
wird. 

26. Verwendung von leicht sublimierenden Verbin- 
dungen als Elektronentransfermediatoren eines elek- 
trochemischen Sensors zur Uberfuhrung von Elektro- 
nen von einem Enzym zu einem elektronenleitenden 
Material, wobei sich die Verbindung in einer sogenann- 
ten Reaktionsschicht befindet. 

27. Verwendung von leicht sublimierenden Verbin- 
dungen als Elektronentransfermediatoren gemaB An- 
spruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Verbin- 
dung eine Struktur gemaB der Fonnel (1) aufweist, 




in der die Reste R l , R 2 , R 3 und R 4 gleich oder verschie- 
den scin konnen und ein Wasserstoffatom, einen C[- 
Cio-Alkylrest, bevorzugt einen Ci-Cs-Alkylrest, oder 
einen Arylrest darstellen. 

28. Verwendung von leicht sublimierenden Verbin- 
dungen als Elektronentransfermediatoren gemaB An- 
spruch 26 und 27, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 

. bei der Verbindung urn p-Phenylendiamin, N,N,N\N'- 
Tetramethyl-p-Phenylendiamin (TMPD) oder p-Ami- 
nodiphenylamin (ADPA) handelt. 

29. Verwendung eines Einwegbiosensors gemaB 1 bis 
23 zur Bestimmung von Analytkonzentration in einer 
synthetischen Losung, in einer Nahrlosung oder in ei- 
ner Korperflussigkcit wic ctwa Blut, Blutplasma, Blut- 
serum oder Urin. 

30. Verwendung eines Einwegbiosensors gemaB An- 
spruch 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, das der Ana- 
lyt Glukose, Laktat, Hamsaure, Ascorbat, Ethanol, 
Cholesterol oder Wasserstoffperoxid ist. 
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Abbildung 3: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht, 
gemessen an untersdiiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; C(a-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 8. Tag ; c: 17. Tag ; d: 54. Tag 
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Abbildung 4: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; C(a-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 5: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht* 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoseiasung, 
• (pH 7.4; C( G iukose): 15 mM, qa-j: 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 6: CV der ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzschicht, 
gemessen anunterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7:4 ; c«Hukose): 15 mM, C( a -): 154 mM), v ■ 50 mV/s 
a: 1. Tag; b: 8. Tag; c: 17. Tag; d: 54. Tag 
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Abbildung 7: Sensitivitat von ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht 
in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 8: Sensitivitat von ADPA-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP- 
Schutzschicht in Abhangigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 9: CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukose&eiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; qa-) 154 mM), v = 50 rnV/s 
a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 10: CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefreiem PBS-Puffer, 

(pH7.4 ; qa-) 154 mM), v = 50 mV/s 

a: 1. Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 11: CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tageu, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4 ; C(Giukose): 15 mM, c^r): 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b; 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 12: CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit PVP-Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter GlukoselSsung, 
(pH 7.4 ; qcHukose): 15 mM, c^Y- 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1. Tag ; b: 9, Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 13:Sensitivitat von TMPD-modifirierten Glukosebiosensoren ohne Schutzschicht 
in AbhSngigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 14: Sensitive von TMPD-modifizieiten Glukosebiosensoren mit PVP- 
Schutzschicht in AbhSngigkeit des Sensoralters 
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Abbildung 15:CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit Starke-Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in glukosefireiem PBS-Puffer, 
(pH 7.4 ; C(a-) 154 mM), v = 50 mV/s 
a: L Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 16:CV der TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit StSrke-Schutzschicht, 
gemessen an unterschiedlichen Tagen, in gepufferter Glukoselosung, 
(pH 7.4 ; C(Ghikose): 15 mM, c^y. 154 mM), v = 50 mV/s 
a: 1 . Tag ; b: 9. Tag ; c: 18. Tag ; d: 46. Tag 
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Abbildung 17:Sensitivitat von TMPD-modifizierten Glukosebiosensoren mit StSrke- 
Schutzschicht in Abhangigkeit des Sensoralters 







Mm 

Mp 


jjjj Fanger-DNA 


■ Arbeitselektrode m 





Abbildung 18: Immobilisierung der einzelstrSngigen DNA als analyterkennendes Element 
fiber Avidin auf der Arbeitselektrode 
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Abbildung 19: Kalibriergerade eines 20mer Oligonukleotids 
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Abbildung 20: Immobilisierung des FSnger-Antikdrpers als analyterkennendes Element fiber 
_ Avidin auf der Arbeitselektrode 
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Abbildung 21: Kalibriergerade von Interleukin-4 
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